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論 文 内 容 要 旨
生体系機能分子の基底ならびに励起状態の動的挙動解明は､基礎科学的観点からだけでなく､高効率 ･
高機能材料開発の観点からも重要な研究テーマである｡これまでに基底状態 ･励起状態挙動､特に構造変
化の動的挙動解明を目指し､時間分解X線構造解析やNMR､ラマン､蛍光やUVNis分光分析法､そし
て過渡吸収や蛍光寿命測定など数多くの優れた新規測定法開発､これらを活用した素晴らしい研究成果が
報告されてきている｡
これらの優れた測定法の中で､円二色 (cD)スペクトル測定は､生体に近い低濃度溶液状態下､比較
的高感度で構造変化の動的挙動を検出可能な測定法として注目されている｡CD測定法は､キラルな生体
(高)分子の構造変化を鋭敏に検出可能等､他の測定法に対し優位性を有する｡しかし､cDシグナルは､
UvNis測定における吸光度と比較し､一般に3桁以上シグナル強度が小さいために､高感度測定が困難
である事も広く知られている｡現行のCD測定装置では､圧電効果 ･光弾性効果 ･電気的共振現象を活用
したストレスモジュレーター (SM)を用いたロックイン検出系より､この問題を解決している｡ところ
がSMの電気的共振現象の動作周波数は40KHz程度で有り､時間分解能は実用上 ミリ秒程度が上限とな
り､短時間スケールでの構造ダイナミクス解析適用には本質的な問題を有していることが指摘されてきた｡
このため高感度と高時間分解能を両立可能な新規cD測定原理の開発が待望されてきた｡
これらの背景を踏まえ､高時間分解能測定を指向した種々のCD測定法が報告されてきたが､1985年に
報告された楕円偏光を観測光源として用いるKligerら研究は一般性を有し､ナノ秒スケールでのCD測定
を行った先駆的な研究として高く評価されている｡しかし､彼らの方法論は､複屈折の温度揺らぎなど外
部環境変化により大きく影響を受け､安定性 ･再現性に乏しいといった本質的で､かつ重大な問題を抱え
ているため､一般的な手法とは成り得なかった｡ただ､sMを用いる必要がない楕円偏光を用いたCD検
出法は､時間分解能制約のない高感度検出法としての潜在的可能性は極めて高く､新規楕円偏光制御法の
開発により信頼性の高い､一般的手法としての確立が期待される｡
このような背景を踏まえ､本研究では新規楕円偏光制御法に基づく高感度cD検出法の構築を目指し､
さらに構築した高感度検出法を活用し､時間分解cD測定装置開発への展開に取り組んだ (第 1章)｡構
築した高感度 ･高時間分解能を有するCD測定システムを用い､二重鎖DNA･テトラピリジルポルフィ
リン誘導体 (H2TMPyP)系､ならびにZnポルフィリンダイマー･ジアミノシクロヘキサン系の光励起状
態での動的挙動解析 (第2章)､ならびに二重鎖DNA･テトラピリジルポルフィリン誘導体 (H2TMPyP)
系の基底状態での動的挙動解析 (第3章)など､種々のサンプルの構造変化の動的挙動解析への適用を検
討した｡
第-章では､温度依存性が少なく信頼性の高い､楕円偏光制御法による新たな高感度検出法の開発を目
指し､ジョーンズ行列を用いて位相板の方位角を導入した新たな理論式を導出した｡方位角は位相遅れと
比べ高精度制御可能で､再現性が高く､温度揺らぎによる影響を受けにくい特徴を有する｡加えて位相板
に大きな圧力を加え､大きな位相遅れを発生させても高感度検出が可能なため､Kligerらの手法で問題と
なっていた複屈折の温度揺らぎの影響を受けにくい利点を有している｡方位角を制御可能なcD測定シス
テムを構築し､[Ru(bpy)3]･C12を用いて検出法ならびに装置の評価を行い､その妥当性を実証した｡加え
てKligerらの手法ならびに市販の装置と比較検討を行った｡その結果､新規測定システムは高い検出感
度ならびに再現性を有する優れた手法であることを明らかとした｡
第二章では､新規測定システムをレーザーフラッシュフォトリシス法と組み合わせ､光照射をトリガー
とした時間分解cD測定により､励起状態での動的挙動解析を検討した｡近年､生体高分子と小分子､特
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に薬剤との相互作用･動的挙動に関する研究の一つとして､光線力学的療法に用いられるポルフィリン類
縁体とDNAとの動的挙動に関心が持たれている｡中でもH2TMPyPはDNAと配列依存的な相互作用を示
し､各種相互作用に特徴的なcDパターンを示すことから､モデル化合物として多くの研究が行われてき
た｡そこでレーザー励起をトリガーとした時間分解cD測定により､DNAに結合したH2TMPyPの励起状
態での動的挙動を検討した｡ニシン精子 (hs)DNAとH2TMPyPとの混合溶液 (pH6.9,5mM リン酸緩衝
液)の定常状態cD測定では､H2TMPyP吸収領域､特に400-500nmのSoret帯に負の誘起cDが観測さ
れた｡この特徴的なスペクトルから､DNAが過剰量存在する条件下､H2TMPyPはctDNAにインターカ
レート(IC)していることが明らかとなった｡ICで結合した二重鎖DNA･H2TMPyP系に対し､H2TMPyP
の選択的光励起を行ったところ､過渡吸収測定からH2TMPyPの基底状態減少に伴う三重項の生成が観測
された｡そこでその吸光度の時間変化を詳細に解析したところ､二つの減衰過程が観測された.一つは
DNAとICで結合したH2TMPyPの自然減衰であり､もう一方はDNAと結合していないH2TMPyP同士の
衝突に基づく三重項一三重項消滅である.一万､時間分解cD測定の結果を解析したところ､三重項一三
重項消滅過程は確認出来ず､自然減衰のみ検出された｡この結果はCD変化を示す過程のみを選択的に検
出したことを示している｡以上の結果から､時間分解cD測定によりインターカレーションで結合した
H2TMPyPの選択的検出に成功し､装置の有用性を実証した｡
続いて､Znポルフィリンダイマー (PD)とジアミノシクロヘキサン (DACH)錯体の励起状態挙動に
ついて､レーザー励起をトリガーとした時間分解cD測定により検討した｡近年､光合成アンテナ複合体
の励起状態挙動解明は､効率的な太陽電池開発の観点から重要な研究対象であり､ZnPDはその光伝達
体のモデル分子系と捉えることができる｡本系ではDACHのキラリティーによりZnPDの立体配置が制
御され､基底状態ではポルフィリンの吸収領域 (soret帯)に励起子相互作用に基づく負正の大きなCDを
示す事が報告され､励起状態が二枚のポルフィリンに非局在化することが明らかになっている｡また本系
は光照射により効率的に励起三重項を生成する (♂-0.88)事が報告されており､励起三重項状態での非
局在化に基づく励起子相互作用が観測されるか興味が持たれる｡そこで光照射 (Nd:YAG,532mm,6ns,3
mw/pulse,10Hz)lps後の励起状態cDスペクトルを測定したところ､二つの誘起cDが観測され､励起
子相互作用に基づくcDは確認されなかった｡また励起三重項EPR測定によりその電子状態を検討した
ところ､励起三重項状態は意外にも非局在化せず､片方のポルフィリンに局在化していることが明らかと
なった｡以上の結果から､本研究で構築した高感度時間分解cD測定装置により､初めて溶液中での励起
三重項状態pDのCDスペクトルの観測に成功し､その有用性を実証した｡
第三章では､レーザー励起をトリガーとした時間分解cD測定により､二重鎖DNA･H2TMPyP系の基
底状態での動的挙動解析について検討した｡仔牛胸腺 (ct)DNAとH2TMPyPとの混合溶液 (pH6.9,5mM
リン酸緩衝液)の定常状態cD測定では､hsDNAの場合と同様にH2TMPyPのSoret帯に負の誘起cDが
観測され､H2TMPyPはctDNAにICで結合していることが確認された｡続いて光照射による時間分解cD
測定を行った｡興味深いことに､H2TMPyPの選択励起により基底状態のH2TMPyPが減少しているにも
かかわらず､soret帯にエキシトンカップリング (EC)型ピークの生成､ならびに時間経過に伴うECピー
ク強度減少が確認された｡EC型cDはサイドバインディング (sB)型錯体に基づくことが報告されてい
る｡詳細な解析の結果､今回観測されたEC型からⅠC型cDへの時間変化は､励起されたH2TMPyPが
ctDNAから解離後､sB型で再結合し､数十IL秒オーダーの時間領域でⅠC型錯体に移行する再結合過程
の観察に初めて成功したことに基づくと示唆され､結合モデルを提案できた｡以上の結果から､本研究で
構築した装置が生体分子と小分子の動的挙動解析に適用出来ることを確認し､装置の有用性の実証に成功
した｡
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本研究では､方位角制御に基づく新規高感度cD検出法の開発に成功した｡本検出法は既存の手法とく
らべ高い検出感度と再現性を有している｡さらにレーザーフラッシュフォトリシス法と組み合わせた時間
分解cD測定へと展開し､励起状態ならびに基底状態での動的挙動解析へと適用し､構築した時間分解
cD測定システムの有用性を実証した｡本検出法は極めて高い一般性を有しており､フラッシュフォトリ
シス法だけでなくストップドフロー法などを併用した時間分解cD測定も可能である｡加えて振動cD分
光法にも原理的に適用可能であり､今後の展開が期待される｡
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論文審査の結果の要旨
審査会は最終審査とともに､理学研究科委員会を開催し､以下の結論に至った｡ここに､審査結果を報
告する｡
生体分子･超分子系の基底ならびに励起状態の動的挙動解明は､基礎科学的観点からだけでなく､高効
率 ･高機能材料開発の観点からも重要な研究テーマである｡これら動的挙動解明には種々の有効な測定法
が用いられているが､なかでもは円二色 (cD)スペクトル測定は､生体に近い低濃度溶液状態下､比較
的高感度で構造変化の動的挙動を検出可能な測定法として注目されている｡しかし現行のCD測定装置は
時間分解能が実用上ミリ秒程度に制限されており､短時間スケールでの構造ダイナミクス解析適用には本
質的な問題を有していることが指摘されてきた｡このため高感度と高時間分解能を両立可能な新規cD測
定原理の開発が待望されてきた｡
本論文は､新規楕円偏光制御法による高感度cD検出法の開発と､これを時間分解cD測定へと展開し､
構築した時間分解cD測定システムの有用性を実証したものである｡新たに開発した方位角制御による高
感度cD検出法は､すでに報告されている手法ならびに現行の測定装置とくらべ高い検出能と再現性を有
していることを､詳細な実験結果から実証している｡加えて本検出法は高い一般性を有し､振動cD測定
装置等にも原理的に適用可能であり､今後の展開が期待される｡
さらに､本検出法をレーザーフラッシュフォトリシスシステムと組み合わせることで､光励起をトリガー
とした時間分解cD測定への展開を検討している｡本システムを､キラル超分子系やDNAならびにタン
パク質系に適用し､マイクロ秒領域でのCD変化を高い検出感度かつ再現性で観測に成功し､励起状態な
らびに基底状態の動的挙動に関する極めて重要な新規知見を見出し､構築した測定システムの有用性を実
証した｡
この結果は測定システムの有用性はもとより､従来cD測定が困難であった極短時間スケールでの動的
挙動をcD測定により解明した点から極めて意義深く､今後時間分解cD測定のさらなる展開により､新
たな現象解明が期待される｡
以上のように本研究の成果は､自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを
示している｡したがって､村上慎君提出の博士論文は､博士 (理学)の学位論文として合格と認める｡
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